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論文内容要旨
緒論
 生合成経路にはしばしば無機ピロリン酸の脱離をともなった可逆反応が見られるが,脱離し
 た無機ピロリン酸は一般に内在性ピロホスファターゼによってリン酸に加水分解されるので,
 この可逆反応はピロリン酸脱離の方向へ有利に進行する。従って,可逆反応において脱離した
 ピロリン酸の持つ高エネルギー結合は結果的に生合成反応に使われることになる。この例にみ
 られるように生体内では,化学エネルギーは有効に利用され,反応は合目的的かつ合理的に行
 われる。
 プレニルトランスフェラーゼは二価金属イオンを必須としてアリル性ニリン酸とホモアリル
 性ニリン酸との縮合による炭素鎖延長反応を触媒する酵素であり,最終生成物のプレニルニリ
 ン酸の炭素鎖長と立体化学により約十種類もの酵素が見い出されているが,上記の様な生体内
 でのエネルギーの経済的利用という観点からは,プレニルトランスフェラーゼ反応は例外的に
 見える。何故ならば,プレニルトランスフェラーゼ反応は不可逆反応でありながら無機ピロリ
 ン酸の脱離を伴い,放出される無機ピロリン酸の高エネルギー結合は生合成反応には寄与して
 いないように思われるからである。しかし,著者は生体内反応の高度な合目的性に照らして,
 プレニルトランスフェラーゼの基質のニリン酸部は何か重要な意味を持つものと考えた。
 今までに数多くの基質ホモログが合成され,プレニルトランスフェラーゼの基質特異性およ
 び反応機構の研究に用いられてきた。しかし,この基質特異性についての研究は基質のアルキ
 ル部位についてのものがほとんどであり,ニリン酸部位についての知見は,基質のモノリン酸
 アナログが全く反応しないということを除けば皆無である。
 本研究は,このプレニルトランスフェラーゼの基質のニリン酸部に関する基質特異性を調べ
 るとともに,ニリン酸部が果している役割を探ることを目的として行った。
 第一章プレニルトランスフェラーゼのアリル性基質に含まれるニリン酸結合の意義ニリン酸部を
 修飾したアリル性基質アナログのプレニルトランスフェラーゼ反応
 第一節アリル性基質のニリン酸部をメチレンジホスホン酸,イミドジリン酸およびホスホ硫
 酸で置き換えたジメチルアリルメチレンジホスホン酸(DMAPCP),ゲラニルメチレンジホス
 ホン酸(GPCP),ファルネシルメチレンジホスホン酸(FPCP),ゲラニルイミドジリン酸
 (GPNP),ファルネシルイミドジリン酸(FPNP),ゲラニルホスホ硫酸(GPS),ファルネシル
 ホスホ硫酸(FPS)を合成した(スキーム1)。
 ゲラニルニリン酸(GPP),ゲラニルモノリン酸(GP),GPCP,GPNP,GPSの非酵素的加水
 分解速度を測定したところ,一次反応速度定数k!の大きさはGPP>GPS>GPNP>GP〉
 GPCPであった。また,GPP,GPCP,GPNP,GPSはMgイオンの存在下で加水分解が促進さ
 れるのに対してGPは殆ど影響を受けなかった。
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 第二節及び第三節DMAPCP,GPCP,GPNP,GPSは全てファルネシルニリン酸(FPP)合
 成酵素の基質となり,さらに,合成したアナログのうちDMAPCPを除く全てのものはソラネ
 シルニリン酸(SPP)合成酵素の基質となることがわかった。このことは,プレ'ニノレトランス
 フェラーゼ反応によって脱離する高エネルギー化合物としての無機ピロリン酸は本酵素反応に
 は必須ではないことを意味している。
 ホスホ硫酸アナログ(GPS,FPS)に対する酵素のKm値は天然基質に対するKln値よりも2・
 桁大きい値であったが,その他のアナログに対する酵素のKm値は十分小さい値を示した。酵
 素に十分強い親和性を持つことが明らかとなったアナログのFPP合成酵素反応およびSPP
 合成酵素反応の最大反応速度(Vmax)の大きさは,GPP>GPNP>GPCP,FPP>FPNP>
 FPCPの順序となり,非酵素的加水分解速度k1の順序によく対応していた。このことは,C-
 Q結合の開裂に伴うアリ'ル性カチオンの生成がFPP合成酵素反応の律速段階であるとする
 Poulterらのio1彪ation-colldensation・ellminatio11機構を支持しており,同時にSPP合成酵素
 反応も同様の反応機構で進行することを示している。
 GPCP,GPNPのFPP合成酵素反応の至適pHは無機ピロリン酸,メチレンジホスホン酸,
 イミドジリン酸のpKaの違いを反映して天然のFPP合成酵素反応の至適pH7.7よりもアル
 カリ側にシフトしていた。また,無機ピロリン酸とメチレンジホスホン酸のMgイオンに対す
 る親和性の違いを反映して,GPCPのFPP合成酵素反応速度はGPPの場合よりも,より低い
 Mgイオン濃度で最大になった。これらのことから,アリル性基質のニリン酸部はMgイオンと
 錯体を形成した状態で脱離基となり,この錯体を形成するような構造上の特徴が重要であるこ
 とが明らかになった。アリル性基質のC-O結合の開裂はMgイオンによって促進されるので,
 アリル性基質がモノリン酸ではなくニリン酸エステルであることは酵素反応にとって有利であ
 ると言える。
 また,無機ピロリン酸はDMAPPに対して拮抗阻害剤となるがGPPに対して不拮抗阻害剤
 となることが分かった。このことはFPP合成酵素には二種類のアリル性基質結合部位
 (DMAPP結合部位とGPP結合部位)が存在することを意味している。さらに極少量のピロリ
 ン酸はGPPをプライマーとするFPP合成酵素反応を活性化するが,DMAPPをプライマーと
 する反応には殆ど影響を与えないことが分かった。以上の事から,DMAPPとIPPとの縮合反
 応で生成した無機ピロリン酸はDMAPP結合部位に在って,同時に生成したGPPのC-0結
 合の開裂促進に寄与しているものと考えられる。
 第二章プレニルトランスフェラーゼの基質のニリン酸部の役割,ニリン酸部を修飾した
 ホモアリル性基質アナログのプレニルトランスフェラーゼ反応
 第一節ホモアリル性基質のニリン酸部を修飾したイソペンテニルメチレンジホスホン酸
 (IPCP),イソペンテニルイミドジリン酸(IPNP),イソペンテニルホスホ硫酸(工PS)を合成し
 た(スキーム2)。また,[1-3H]IPCP(spec.act.,0.45Ci/mol)も合成した。これらのホモア
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 リル性基質アナログのMgイオン錯体生成定数KIを測定したところ,その順序はIPCP>
 IPP>IPNP>IPSであった。
 第二節及び第三節IPCP,IPNP,IPSはすべてFPP合成酵素とSPP合成酵素の基質となる
 ことを明らかにし,IPCPの酵素反応においてはKmとVmaxを求めた。IPCPのFPP合成酵
 素反応およびIPCP,IPNPのSPP合成酵素反応の至適pHは酸性側にシフトしていた。また,
 IPCPのFPP合成酵素反応速度は,pH6.6ではMgイオン濃度の増加にともなって双曲線的に
 増加して最大に達するが,pH82では低いMgイオン濃度で反応速度は極大に達したのち指数
 関数的に減少した。先に求めたMgイオンとの錯体生成定数を用いて各pHでの遊離のIPCP
 の濃度とMg-GPP錯体の濃度を計算すると,Mgイオン濃度の変化による酵素反応速度の変化
 は,Mg・GPP錯体の濃度の増加と遊離のIPCPの濃度の減少によく対応していた。このことは,
 IPCPが金属イオンと結合しない形でFPP合成酵素の基質となることを意味している。しか
 し,IPPとGPPのFPP合成酵素反応のMg濃度依存性を調べたところ,遊離のIPPの濃度が
 低くなるような条件下でも反応速度の減少はみられなかった。よって著者は,IPP・Mg錯体から
 一時的にMgイオンを奪い,遊離のIPPが縮合反応して生成したアリル性ニリン酸に再びこの
 Mgイオンを渡すような酵素反応機構を提唱し,IPCP-Mg錯体は構造上の違いからMgイオシ
 の受け渡しが出来ないために遊離のIPCPが基質となるものと考察した。さらに著者は,金属イ
 オンと錯体を形成したアリル性基質のニリン酸部は脱離基となり,ホモアリル性基質のニリン
 酸部は縮合反応を促進する求核剤として働く,基質のニリン酸部の二様の役割を提唱した(ス
 キーム3)。
 第三章イソペンテニルニリン酸のニリン酸部を修飾した
 基質アナログの]PPイソメラーゼ反応
 ニリン酸部を修飾した基質アナログ,IPCP,IPNP,IPSは全てIPPイソメラーゼの基質とな
 ることを明らかにし,IPPイソメラーゼの基質もその構造的特徴が重要であることを示した。
 IPCPのIPPイソメラーゼ反応のVmaxは天然の反応より小さかったが,酵素のIPCPに対す
 るKmは小さい値を示した。また,IPPおよびIPCPのIPPイソメラーゼ反応に対するpHと
 金属イオン濃度の影響を調べたところ,IPPもIPCPも金属イオンと錯体を形成した状態で基
 質となることが分かった。
 IPCPのIPPイソメラーゼ反応とプレニルトランスフェラーゼ反応とを比較した結果は,金
 属イオンと結合していないIPCPがプレニルトランスフェラーゼの基質となるという第二章で
 の見解を支持しているものである。
まとめ
 プレニルトランスフェラーゼおよびIPPイソメラーゼの基質のニリン酸部を修飾したアナ
 ログを合成し,高エネルギー化合物としてのアリル性基質のニリン酸部は酵素反応に必須では
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 なく,その構造的特徴および加溶媒分解速度に及ぼす効果が重要であることを明らかにした。
 いろいろな条件下でのアナログの反応性を比較検討し,プレニルトランスフェラーゼ反応に
 果たす基質のニリン酸部の役割について以下のことを明らかにした。すなわち,ホモアリル性
 基質の負に荷電したニリン酸部は縮合反応の際の求核剤として働き,このニリン酸部は新しく
 生成したアリル性基質のニリン酸部として金属イオンを配位して脱離基として働く。すなわち,
 プレニルトランスフェラーゼ反応においては,基質のピロリン酸結合の高エネルギーではなく,
 この二様の機能が巧みに利用されているものと考えられる。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文はプレニルトランスフェラーゼの反応における基質のピロリン酸構造(ニリン酸部)
 の意義を論じたものである。生体内の反応には,無機ピロリン酸の脱離と共役して化学結合が
 形成される多くの可逆反応があるが,それらの反応においては,脱離したピロリン酸は内在性
 のピロホスファターゼの作用で'リン酸に不可逆的に加水分解されるため,終局的にはピロリン
 酸に含まれる高エネルギー結合が化学結合形成反応を一方向に進行させることに寄与してお
 り,エネルギーが合目的的に使われているといえる。しかし,プレニルトランスフェラーゼに
 よる炭素・炭素結合形成反応は不可逆反応であるにも拘らず,無機ピロリン酸の脱離と共役し
 ている点で生体内反応としては例外的である。著者はこの点に着目して,この酵素の基質のニ
 リン酸部の役割を調べるととにより,一見エネルギー的には不合理にみえるピロワン酸脱離型
 の反応の意義を探ろうとした。
 まず,アリル型基質のニリン酸部分に修飾を施し,高エネルギー結合を含まない基質類似体
 を多数合成し,それらの酸素反応を詳しく調べた。その結果,ニリン酸部分は,高エネルギー
 結合として寄与するのではなく,マグネシウムと錯体を形成して優れた遊離基となる点で重要
 であること,およびその構造のかたちが酵素との親和性に必須であることを明らかにした。次
 に,ホモアリル型の基質についてもニリン酸部分を修飾した基質類似体を合成し,それらの人
 工基質の反応につき,pHやマグネシウムイオン濃度の影響等を詳しく調べた。その結果,著者
 はホモアリル型基質のニリン酸部分は3価に負荷電したままで,求核的な効果を発揮すること
 によって,縮合反応を促進することに役立っていることを示し,このように二通りの役割を果
 しうるところにニリン酸構造の意義があると提唱した。これによって,ニリン酸部分に関する
 修飾基質の数多くが見いだされ,プレニルトランスフェラーゼの反応機構の理解を深めること
 に大きく貢献した。これは著者が自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を
 有することを示している。よって,後藤猛提出の論文は,理学博士の学位論文として合格と認
 める。
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